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1 UVOD 
Leptonekroza koščičarjev (ESFY, ang. European stonfruit yellows) je karantenska bolezen, 
ki jo povzroča fitoplazma 'Candidatus Phytoplasma prunorum' ('Ca. P. prunorum'). 
Bolezen je razširjena po večini evropskih regij. Največ ekonomske škode povzroča v 
sadovnjakih marelic in japonskih sliv ter predstavlja največjo oviro za uspešno pridelavo 
marelic na celotnem področju srednje in juţne Evrope (Marcone in sod., 2010). Najbolj 
pogosta bolezenska znamenja, ki jih opazimo na koščičastih sadnih vrstah, okuţenih s 'Ca. 
P. prunorum', so zvijanje listov, predčasno odganjanje listov, rumenenje ali rdečenje listov, 
ter odpadanje listnih poganjkov, preden nastopi cvetenje. Ta znamenja se kasneje razvijejo 
v odmiranje posameznih delov rastline in na koncu povzročijo propad celotne rastline 
(Marcone in sod., 2010; Turk in sod., 2008).  
Fitoplazma 'Ca. P. prunorum' se prenaša s češpljevo bolšico (Cacopsylla pruni) in 
breskovim škrţatkom (Empoasca decedens), prenaša pa se lahko tudi z vegetativnim 
razmnoţevanjem okuţene rastline (Turk in sod., 2008). Cacopsylla pruni je vrstni 
kompleks, ki vključuje dve genetsko divergentni skupini, A in B. Morfološko razlikovanje 
predstavnikov teh dveh skupin še ni moţno (Sauvion in sod., 2007). 
'Ca. P. prunorum' je zelo sorodna fitoplazmi vrste 'Candidatus Phytoplasma mali' ('Ca. P. 
mali'), ki povzroča metličavost jablan in fitoplazmi vrste 'Candidatus Phytoplasma pyri' 
('Ca. P. pyri'), ki povzroča umiranje hrušk. Vse tri naštete fitoplazme imajo več kot 97,5 % 
podobno gensko zaporedje 16S rRNA in spadajo v skupino metličavosti jablan (AP 
skupina) oz. 16Sr-X (Seemüller in sod., 2009).  
S pomočjo molekulskih analiz manj ohranjenega neribosomskega gena imp, so dokazali 
veliko genetsko pestrost izolatov 'Ca. P. prunorum'. V primerih genov aceF, secY in pnp pa 
se pojavlja manjša genetska pestrost izolatov (Danet in sod., 2011; Marcone in sod., 2010). 
Za Slovenijo nimamo podatkov o raznolikosti 'Ca. P. prunorum'. 
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1.1 NAMEN NALOGE 
V nalogi bomo z uporabo molekularnih metod analizirali slovenske izolate 'Ca. P. 
prunorum' in jih uvrstili v posamezne genske podskupine. Določili bomo tudi genetsko 
skupino vzorcev ţuţelčjih prenašalcev 'Ca. P. prunorum' . 
 
1.2  HIPOTEZE 
 Molekulska pestrost fitoplazme 'Ca. P. prunorum' v Sloveniji je visoka. 
 V Sloveniji prisotne bolšice Cacopsylla pruni spadajo v eno od genetskih skupin, ki 
so jo opisali Sauvion in sod. (2007). 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 FITOPLAZME 
Fitoplazme so rastlinske patogene bakterije, ki povzročajo bolezenska znamenja pri 
pribliţno 1000 rastlinskih vrstah (Seemüller in sod., 2002). Uvrščamo jih v razred 
Mollicutes, v katerega spadajo bakterije, ki so majhne (80-900 nm) in nimajo celične stene, 
kot na primer za človeka patogene mikoplazme.  
Fitoplazme na številnih gospodarsko pomembnih rastlinah povzročajo veliko škode. 
Prenašajo se s pomočjo ţuţelčjih prenašalcev, ki se hranijo s floemskim sokom rastlin ali z 
okuţenim rastlinskim materialom. V rastlini ţivijo v sitastih ceveh floema (Brzin in sod., 
2003; Marcone, 2014). Kljub nedavno objavljeni moţnosti gojenja fitoplazem v čisti 
kulturi (Contaldo in sod., 2016), je gojenje fitoplazem, za razliko od drugih bakterij, še 
vedno v praksi nemogoče ali vsaj oteţeno. Prvič so fitoplazme opisali leta 1967, kot 
mikoplazmam podobne organizme, ki povzročajo bolezen bledenja listov pri sladkornem 
trsu (Shikata in sod., 1968). Njihov začasni taksonomski status je 'Candidatus 
Phytoplasma', ki primarno temelji na analizi nukleotidnega zaporedja 16S rDNA. Termin 
'Candidatus' je dodeljen nepopolno opisanim prokariontskim organizmom, uveljavila pa 
sta ga Murray in Stackebrandt (1995). Smernice za dodelitev statusa 'Candidatus 
Phytoplasma' narekujejo, da mora imeti organizem v nukleotidnem zaporedju 16S rDNA 
<97,5 % homolognosti z ţe opisanimi sevi 'Ca. Phytoplasma', (IRPCM, 2004).  
Velik del genoma fitoplazem sestavljajo gruče ponavljajočih se nukleotidnih zaporedij, ki 
so v večini primerov večkratne kopije posameznih genov. Te gruče so v povprečju velike 
20 kilobaznih parov in jih imenujemo potencialne mobilne enote (PMU), ker večinsko 
kaţejo lastnosti podvojevalnih kompozitnih transpozonov. PMU so prisotni samo pri 
fitoplazmah. Take enote imajo tendenco, da izoblikujejo zunajkromosomske elemente, ki 
so se zmoţni samostojno podvojevati in se nato vključiti nazaj v fitoplazemski kromosom. 
Podobne lastnosti imajo tudi genski elementi imenovani SVM (sequence-variable mosaics) 
ali profagni elementi, ki naj bi bili posledica napadov fagov reda Caudovirales. Prisotnost 
PMU in SVM elementov ter plazmidov naj bi botrovala različnim dolţinam fitoplazemskih 
genomov in prilagoditvam fitoplazem na različna okolja njihovih rastlinskih in ţuţelčjih 
gostiteljev (Marcone, 2014).  
Zmoţnost biosinteze pri fitoplazmah je zelo okrnjena. Pri večini fitoplazemskih vrst je bilo 
dokazano, da v svojem genomu ne nosijo zapisov za aminokisline, maščobne kisline, 
nukleotide, niso zmoţne oksidativne fosforilacije, nimajo cikla citronske kisline, pentoza-
fosfatne poti in fosfotransferaznega sistema. Prav tako ne nosijo zapisa za ATP-sintaze, ki 
so zasluţne za transmembranski potencial in posledično sintezo ATP molekul. To naj bi 
nadomestile z alternativno potjo sintetiziranja molekul ATP, kjer imata glavno vlogo malat 
dehidrogenaza in acetat kinaza. Ostale biosintezne poti pa naj bi nadomeščali 
transporterski sistemi za vnos posameznih hranil. Zato je metabolizem fitoplazem zelo 
odvisen od gostitelja (Marcone, 2014). 
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2.2 INTERAKCIJA Z RASTLINAMI 
Fitoplazme povzročajo veliko globalne škode, saj inducirajo bolezenske znake pri 
pomembnih poljščinah (riţ, krompir, koruza, soja), sadnem drevju (breskve, hruške, 
češnje, jablane, citrusi, kokos), okrasnih rastlinah (ameriški slamnik, hortenzija), ter drugih 
grmovnicah in drevesih. Bolezenska znamenja lahko povzročijo na več kot 1000 
rastlinskih vrstah, ki jih uvrščamo v 98 druţin. Obseg rastlinskih vrst, ki jih okuţujejo, je 
močno odvisen od števila ţuţelk, ki so naravni prenašalci fitoplazem in njihovih 
prehranjevalnih navad (Gasparich, 2009). V rastlino vstopijo na različne načine. Najbolj 
značilna okuţba poteče skozi obustni aparat okuţenega ţuţelčjega prenašalca, ki se hrani s 
floemskim sokom rastline. Neposredni prenos iz rastline na rastlino s floemskim sokom ni 
mogoč, obstajajo pa drugi načini prenosa, ki vključujejo človeški dejavnik, kot je 
vegetativni prenos fitoplazem s pomočjo cepičev okuţenih rastlin ali pa se prenašajo z 
okuţenimi gomolji, korenikami, ter čebulicami (Gasparich, 2009; Marcone, 2014). Ko 
fitoplazme vstopijo v floemski sistem rastline, se s tokom floemskega soka, ki je bogat z 
ogljikovimi hidrati, sistemsko prenesejo po celotni rastlini (Marcone, 2014). Zaradi 
kolonizacije sitastih cevi floema so prisotne v večini rastlinskih organov. Okuţujejo tudi 
tkiva cvetov, njihov dedni material pa je prisoten tudi v semenih nekaterih okuţenih 
rastlin. Moţnost kolonizacije teh delov rastline še ni povsem pojasnjena, zaradi odsotnosti 
neposredne povezave med sitastimi cevmi floema in semeni (Christensen in sod., 2005). 
 
2.3 INTERAKCIJA S PRENAŠALCI 
Fitoplazme se persistentno prenašajo z ţuţelčjimi prenašalci iz reda Hemiptera, podred 
Homoptera, ki se hranijo s floemom rastlin. V prenašalca vstopijo med hranjenjem le-teh 
na okuţeni rastlini. Ţuţelke ostanejo infektivne skozi celoten ţivljenjski cikel. Okuţba 
poteče skozi obustni aparat (sesalo) ţuţelke med hranjenjem s floemskim sokom rastline. 
Nato potujejo skozi črevesje in vstopijo v hemolimfo. Fitoplazme kolonizirajo ţuţelčje 
ţleze slinavke in se v slini pomnoţijo do infektivne stopnje, ki je potrebna za okuţbo 
zdrave rastline med samim hranjenjem ţuţelke. Obdobje v katerem se fitoplazme 
namnoţijo do infektivne stopnje in se razširijo po celotnem telesu ţuţelke imenujemo 
latentno obdobje, ki traja od 10 dni do treh tednov (Christensen in sod., 2005). 
Ţuţelke, ki prenašajo fitoplazme spadajo med male škrţatke (Cicadellidae), bolšice 
(Psylliadae) in škrţatke (Fulgoromorpha) (Weintraub in Beanland, 2006). Specifičnost 
okuţbe prenašalcev je pri nekaterih sevih fitoplazem (npr. podskupina fitoplazem 16SrI-B) 
zelo majhna, saj so sposobne okuţiti veliko različnih vrst ţuţelk. Pri nekaterih pa je ta 
specifičnost zelo velika in lahko okuţijo majhno število ţuţelčjih vrst ali pa le eno samo. 
Tako fitoplazme iz skupine AP okuţujejo samo bolšice (Seemüller in Schneider, 2004). 
'Ca. P. mali' se prenaša s pomočjo bolšic Cacopsylla picta in Cacopsylla melanoneura 
(Frisinghelli in sod., 2000), fitoplazma 'Ca. P. pyri' s C. pyricola (Jensen in sod., 1964) in 
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C. pyri (Carraro in sod., 1998a), 'Ca. P. prunorum' pa okuţuje bolšico C. pruni (Carraro in 
sod., 1998b), ter Empoasca decedens (Turk in sod., 2008). 
Vplivi fitoplazemske okuţbe na prenašalce so različni. V primeru interakcije fitoplazme 
povzročiteljice zlate trsne rumenice in prenašalca ameriškega škrţatka (Scaphoideus 
titanus) so Bressan in sod. (2004) dokazali, da so imeli okuţeni prenašalci krajšo 
ţivljenjsko dobo, slabšo plodnost, ter zmanjšano število potomcev, kot neokuţeni. V 
primeru prenašalca Macrotylus quadrilineatus, ki prav tako kot ameriški škrţatek spada 
med male škrţatke, pa so Beanland in sod. (2000) ugotovili, da okuţba s 'Ca. P. asteris' 
doprinese k večjemu številu potomcev, ter daljši ţivljenjski dobi prenašalca (Bressan in 
sod., 2004; Beanland in sod., 2000). 
 
2.4 FITOPLAZME SKUPINE METLIČAVOSTI JABLAN (AP SKUPINA) 
V skupino metličavosti jablan (16SrX) spadajo 'Ca. P. mali', 'Ca. P. pyri' in 'Ca. P. 
prunorum'. Analize na nivoju gena 16S rRNA, teh treh fitoplazem so pokazale, da so si 
posamezna zaporedja popolnoma ali skoraj popolnoma enaka (99,9 – 100 % podobnost). 
Razlike zaporedij se manifestirajo v obliki substitucij posameznih nukleotidov. V primeru 
primerjave zaporedij 16S rDNA, pa podobnost ni manjša od 98,5 %. Večje razlike, tudi do 
3 %, se pojavljajo med zaporedji, ki se nahajajo v vmesni regiji 16S-23S rDNA genoma 
fitoplazem skupine AP (Seemüller in Schneider, 2004).  
Zaradi visoke ohranjenosti 16S rDNA, se kot dodatni molekulski označevalci uporabljajo 
manj ohranjeni geni aceF, pnp, imp, rpsV, rpsC, rpIP, rpmC, rpsQ, rplN, rpIX, rpIE, rpsN, 
rpsH, rplF, rplR, rpsE, rpmD, rplO, tuf, secA, secY, nus, vmp1, stamp, groEL, rpoB, potC, 
geni 23S rRNK, ter zaporedja vmesnih regij 16S–23S rRNA (Marcone, 2014; Danet in 
sod., 2007).  
Celotna dolţina kromosomov fitoplazem, ki spadajo v skupino AP se razlikuje le za 
pribliţno 30 kilobaznih parov. Tako naj bi dolţina kromosoma 'Ca. P. mali' znašala 
pribliţno 690 kbp, dolţina kromosoma 'Ca. P. prunorum' 630 kbp in 'Ca. P. pyri' 660 kbp 
(Seemüller in Schneider, 2004). 
Tipične metode za detekcijo in ugotavljanje raznolikosti fitoplazem sadnega drevja 
temeljijo na uporabi metode ugnezdene veriţne reakcije s polimerazo (nested PCR), s 
pomočjo univerzalnih oligonukleotidnih začetnikov 16S rDNA ali pa z uporabo 
oligonukleotidnih začetnikov, ki so specifični za določeno skupino fitoplazem. Nadaljnja 
analiza lahko poteka z uporabo metode polimorfizma dolţin restrikcijskih fragmentov 
(RFLP, ang.: restriction fragment length polymorphism) ali sekvenciranja (Martini in sod., 
2010). 
2.4.1 'Candidatus Phytoplasma mali' 
V Evropi metličavost jablan (apple proliferation) spada med eno najbolj uničujočih bolezni 
jablan (Malus domestica). Med bolezenska znamenja okuţenih dreves štejemo metlasto 
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razrast stranskih poganjkov, razbarvanje listov, povečane priliste in zmanjšane plodove 
(Seemüller in Schneider, 2004; Seemüller in sod., 2008).  
Glavni povzročitelj metličavosti jablan je fitoplazma 'Ca. P. mali', ki ima linearni 
kromosom, z majhnim številom ponavljajočih se mobilnih DNA elementov in minimalno 
količino genov, ki sodelujejo pri splošnem metabolizmu organizma. Vzrok za tako majhen 
genom se skriva v njihovem ţivljenjskem okolju, bodisi v ţuţelčjem prenašalcu, bodisi v 
floemskem soku rastlin, ki je zelo bogato s hranili. Med vzroke prištevamo tudi 
podvrţenost delecijskim mutacijam, majhnemu prilivu DNA drugih organizmov in 
nezmoţnosti rekombinacije le-te. Njihov genom je specializiran za kolonizacijo jablane, ter 
bolšic vrste Cacopsylla (Sugio in Hogenhout, 2012). 
Kolonizacija nadzemnih delov okuţenih jablan z 'Ca. P. mali' je podvrţena sezonskemu 
nihanju. Kot je znano, fitoplazme za svoje delovanje potrebujejo delujoče sitaste cevi 
floema, ki pa se pri jablanah konec jeseni ali v začetku zime razgradijo. Tako fitoplazme 
med zimskimi meseci zaznamo z molekularnimi metodami le v koreninskem delu 
okuţenih jablan, kjer so sitaste cevi floema prisotne skozi celo leto. Zgodaj spomladi, ko se 
sitaste cevi spet izoblikujejo v nadzemnih delih jablan, se fitoplazme le-tu ponovno 
namnoţijo nad mejo zaznave (Weintraub in Jones, 2010; Lešnik Mo. in sod., 2009). 
Za preprečevanje širjenja okuţb je pomemben nadzor prenašalcev in zagotavljanje 
neokuţenega sadilnega materiala (Turk in sod., 2008).  
Molekulska pestrost fitoplazme 'Ca. P. mali' v Sloveniji je velika. Znotraj Slovenije je bila 
največja raznolikost dokazana na območju Štajerske in Prekmurja (Mlinar, 2015). 
 
2.4.2 'Candidatus Phytoplasma pyri' 
'Ca. P. pyri' je glavni povzročitelj bolezni umiranja hrušk (pear decline), vrste Pyrus 
communis, ter ostalih sadnih dreves rodu Pyrus. Bolezen je prisotna po celotnem območju 
Evrope in Severne Amerike (Seemüller in sod., 2011). 
 Med bolezenske znake prištevamo rdečenje in zvijanje listov, nepopoln razvoj plodov, 
zmanjšana rast, upad celotne rastline in predčasno odpadanje listov. Prenašajo se z 
bolšicama vrste C. pyri in C. pyricola, ki sta oligofagni na različnih vrstah dreves iz rodu 
Pyrus. Tako kot jablane, tudi drevesa hrušk pozno jeseni ali zgodaj pozimi v nadzemnih 
delih razgradijo sitaste cevi floema, zato lahko v tistih mesecih celice 'Ca P. pyri' zaznamo 
le v podzemnih delih dreves (Weintraub in Jones, 2010; Seemüller in sod., 2011). 
Širjenju bolezni se lahko izognemo z uničevanjem okuţenih dreves, z nadzorom 
prenašalcev in s sajenjem neokuţenih sadik. Molekulska pestrost 'Ca. P. pyri' v Sloveniji je 
velika (Pavšič in sod., 2014). 
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2.4.3 'Candidatus Phytoplasma prunorum' 
'Ca. P. prunorum' povzroča leptonekrozo koščičarjev (ESFY) in je uvrščena med 
karantensko škodljive organizme, tako v Sloveniji, kot tudi v Evropi. Glavni rastlinski 
gostitelji fitoplazme so marelice, breskve in slive. Okuţena drevesa so lahko vir prenosa 
fitoplazem, tudi ko ne kaţejo bolezenskih znamenj. Fitoplazme okuţijo tudi druge rastline, 
kot na primer njivski slak (Convolvulus arvensis), travo prstasti pesjak  (Cynodon 
dactylon) in lovorikovec (Prunus laurocerasus) (Jarausch in sod., 2001; Turk in sod., 
2008). Občutljivost, dovzetnost za okuţbo in posledično izraţanje bolezenskih znamenj se 
pri okuţenih sadnih drevesih rodu Prunus kaţe različno (Turk in sod., 2008). Bolezenska 
znamenja okuţenih rastlin so odvisna od vrste, kultivarja in starosti rastline v času okuţbe, 
virulence in koncentracije seva v rastlini, podnebja in velikosti populacije ţuţelčjih 
prenašalcev. Med najbolj pogosta bolezenska znamenja štejemo rumenenje ali rdečenje 
listov, zvijanje listov, predčasno odganjanje listov in odpadanje listnih poganjkov preden 
nastopi cvetenje. Ta znamenja se kasneje razvijejo v odmiranje posameznih delov rastline 
in na koncu celotne rastline (Marcone in sod., 2010; Turk in sod., 2008).  
Najbolj občutljive za okuţbo so marelica (Prunus armeniaca), kitajsko-japonska sliva 
(Prunus salicina) in breskev (Prunus persica). Nekatere vrste sliv (Prunus domestica, 
Prunus spinosa, Prunus cerasifera) so prav tako dovzetne za okuţbo, vendar se bolezenska 
znamenja ne izrazijo, zato pravimo da so na ta sev tolerantne (Turk in sod., 2008). Celice 
'Ca. P. prunorum' se v koreninskem delu okuţenih rastlin pojavljajo vse leto. Za razliko od 
'Ca P. pyri' in 'Ca P. mali', pa jih med zimskim časom zaznamo tudi v nadzemnih delih 
okuţenih rastlin, saj sitaste cevi v teh delih rastlin iz rodu Prunus ne propadejo (Marcone 
in sod., 2010). 
Bolezenska znamenja se kaţejo skozi vse leto, najbolj pa so izraţena pred začetkom 
cvetenja in ob koncu poletja. Okuţena drevesa marelic spomladi odvrţejo liste, še preden 
se cvetovi odprejo, pozimi pa se pojavi porjavitev lubja, ki v roku enega ali dveh mesecev 
odpade. Zvijanje listov nastopi z začetkom poletja in je najbolj vidno konec septembra. 
Med bolezenska znamenja prištevamo tudi filodijo ali razvoj cvetnih delov v listu podobne 
strukture, virescenco ali izguba cvetnih pigmentov, kjer nastanejo zeleni cvetovi, pojav 
sterilnih cvetov, nenormalno podaljšanje internodijev, metlasto razrast stranjskih 
poganjkov, ter zastoj rasti cvetov in internodijev. Notranje spremembe pa vključujejo 
povečano tvorbo floemskega tkiva, ter nekrozo le-tega, kar se posledično izraţa kot 
nabreklost rastlinskih ţil (Lee in sod., 2010; Diekmann in Putter, 1996). 
'Ca. P. prunorum' okuţuje ţuţelke vrste C. pruni (Carraro in sod., 1998b). Te ţuţelke 
razvijejo eno generacijo na leto in so oligofagne. Večinoma jih  najdemo na drevesnih 
vrstah rodu Prunus, večinoma na črnem trnu (P. spinosa), kjer se zadrţujejo skoraj vse 
leto, razen pozimi, ko prezimijo na iglavcih. Zgodaj spomladi se vrnejo na prvotne 
gostitelje, kjer izleţejo jajčeca. Jajčeca se skozi pet stopenj razvoja ličinke preobrazijo v 
odraslo ţuţelko in poleti zapustijo gostitelja (Maier in sod., 2013). 
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Na podlagi genotipizacije devetih mikro-satelitnih lokusov so Sauvion in sod. (2007), 
dokazali dve populacijski skupini, ki skupaj tvorita vrstni kompleks C. pruni. To sta 
skupina A in skupina B, ki ju glede na morfologijo še ne moremo razlikovati (Sauvion in 
sod., 2007). Za hitrejšo diagnostiko teh dveh skupin so Peccoud in sod. (2013) razvili 
molekularni test, ki temelji na regiji ITS2 (internal transcribed spacer) ribosomske DNA, 
kot glavnega genetskega označevalca in vključuje samo eno reakcijo PCR, brez nadaljnje 
uporabe sekveniranja (Peccoud in sod., 2013). 
Danet in sod. (2011), so s pomočjo metode MLST (ang.: multilocus sequence typing), 
analizirali zaporedja štirih genov in določili porajajoče haplotipe sevov ESFY, iz različnih 
regij Francije, Španije, Avstrije, Nemčije, Hrvaške, Madţarske, Anglije, Bosne in 
Hercegovine, Romunije, Italije, Švice, Turčije, Libanona in Azerbajdţana. Analizirani geni 
kodirajo imunodominantni površinski protein, Imp, ter komponento sekrecijskega 
kompleksa proteinov, SecY in  dva proteina, ki sodelujeta pri metabolizmu nukleotidov in 
ogljika, aceF in pnp. Opisali so 11 haplotipov v sklopu aceF genotipa (A1-9, A17, A21), 2 
haplotipa pri pnp genu (P1, P2), 3 haplotipe pri genu secY (S1, S2, S3), ter 13 haplotipov v 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 DELOVNA SHEMA DOLOČEVANJA NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA GENOV  
Celoten postopek določanja molekulske raznolikosti izolatov 'Ca. P. prunorum' (v 




Slika 1: Delovna shema določevanja nukleotidnega zaporedja genov aceF, secY, pnp, imp ESFYf 
 
3.2 MATERIALI 
Molekulsko raznovrstnost izolatov ESFYf, smo določali na DNA, ki so jo predhodno 
izolirali iz vzorcev nabranih v okviru pregleda stanja okuţenosti sadnega drevja s 
fitoplazmami v Sloveniji. Vzorce so nabrali na jugozahodnem (17 vzorcev) in 
jugovzhodnem delu Slovenije (3 vzorci). Največ so vzorčili drevesa marelic (Prunus 
armeniaca) (17 vzorcev), ter tri drevesa breskev (Prunus persica).  
Nekateri vzorci so bili pobrani z dreves, pri katerih je bilo spomladi v letu 2014 in 2015 
opaţeno predčasno odganjanje listov. Ta drevesa marelic so bila kot sadike cepljena s 
cepiči iz starih dreves sort Catar in Debeli Flokar, ki so bila okuţena s ESFYf, vendar niso 
kazala znamenj okuţbe. 
Seznam vseh uporabljenih vzorcev je podan v preglednici 17. 
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3.2.1 PCR in ugnezdena PCR 
Preglednici 1 in 2 prikazujeta seznam laboratorijske opreme in pripomočkov, preglednici 3 
in 4 pa seznam kemikalij in oligonukleotidnih začetnikov, ki so bili uporabljeni pri delu. 
 
Preglednica 1: Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Oznaka modela 
namizna centrifuga za Eppendorfove epruvete Eppendorf MiniSpin® plus 
vrtinčnik Vibromix 10 
naprava za centrifugiranje in vrtinčenje Centrifuge/Vortex Multi Spin MSC-3000 
PCR naprava PCR system 9700 GeneAmp® PCR Cycler 
Perkin Elmer 
komora za pripravo reakcijskih mešanic PCR BIOSAN DNA/RNA cleaner UVT-S-AR 
komora za dodajanje DNA v reakcijsko mešanico PCR BIOSAN DNA/RNA cleaner UVC/T-M-AR 
komora za dodajanje produktov PCR v reakcijsko 
mešanico nPCR 
EHRET, Biosafe 2 
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Preglednica 2: Ostala laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema 
pipete (10 µL, 100 µL, 200 µL, 1000 µL) 
pipetni sterilni nastavki s fitrom (10 µL, 100 µL, 200 µL, 1000 µL) 
avtoklavirana bidestilirana voda 
odpirač za Eppendorf mikrocentrifugirke 
polistirenska posoda za led 
stojalo za Eppendorf mikrocentrifugirke  
odstranjevalec DNA: DNA remover™, Minerva Biolabs GmbH, Cat. Št. 152D1054 
rokavice brez smukca 
papirnate brisače 
odlagalnik odpadnega materiala 
mikrocentrifugirke za PCR 
 
Preglednica 3: Uporabljene kemikalije 
Naziv Proizvajalec (Kataloška številka) 
10X High Fidellity Buffer Invitrogen (11304011) 
MgSO4 Invitrogen (11304011) 
Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity, 
5U/µL 
Invitrogen (11304011) 
dNTP-ji Applied Biosystems (632275) 
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Preglednica 4: Oligonukleotidni začetniki (Danet in sod., 2011) 
Tarčni gen Vrsta PCR Oligonukleotidni 
začetnik 
Nukleotidno zaporedje (5' 3') 
aceF PCR AceFf1 TAAAATTCGCTGATGTTGGCG 
AceFr1 CATCTTTCAATTCATTAAAACTAG 
ugnezdena PCR AceFf2 AGGTATTGAAGAAGGAACTG 
AceFr2 CAACCGCTTTCATAATAAAAG 
secY PCR SecYMalF1 TTAGGACGTAGTATACAAATCCCNTT 
SecYMalR1 ACAATAATTAAAAATCCTGTNCC 
ugnezdena PCR SecYMalF2 AAGAATGGCGTGAACARGGNGA 
SecYMalR2 GCATCTTGTTTAGATAAATGTTC 
pnp PCR Pnpf1 GAAGTTGGTATTACTGCTTTAC 
Pnpr1 GATAAATCTATTTGACCGCG 
ugnezdena PCR Pnpf2 TACAATTAGATATTAAAGTTAAAGG 
Pnpr2 ATTAATTTTAATACATTTCGC 
imp PCR Impf1 CAAATGATAAAGCTGATCAA 
Impr1 CCTTTAAGACCACATCCTTTG 
ugnezdena PCR Impf2 CAGTGTATTAAATTAACAATG 
Impr2 CCATCATTACAACTAAAACAT 
 
3.2.2 Agarozna gelska elektroforeza 
Produkte ugnezdenega PCR smo nanesli na agarozni gel in jih ločili z gelsko elektroforezo. 
V preglednicah 5 do 8 je seznam uporabljenih naprav in ostalih laboratorijskih 
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Preglednica 5: Uporabljene naprave 
Naprava Naziv 
vir električne napetosti Biorad Powerpack 3000 
mikrovalovna pečica Sharp 
računalnik in naprava za fotografiranje gelov v UV 
spektru 
Biosystematica, UVI Prosystem 
 
Preglednica 6: Ostali pripomočki 
Naziv 
nosilci za gel, Biorad (8x8cm, 15x10cm) 
glavnički, Biorad (8, 15, 20 jamic) 
banjica za elektroforezo 
pipeta (10µL in 100µL) 
nastavki za pipeto 
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Preglednica 7: Uporabljene kemikalije in raztopine 
Kemikalija Proizvajalec (Kataloška številka) 
agaroza Sigma (A-9539) 
1x pufer TAE (glej Preglednico 8) Milipore (2395917) 
EDTA Sigma (E-5140) 
nanašalni pufer 6x Loading Dye MBI Fermentas 
označevalec dolţine fragmentov- GeneRuler 100bp 
DNA ladder 
MBI Fermentas (SM0321) 
 
Preglednica 8: Sestava 50x pufra TAE (izračunano za 1000mL) 
Kemikalija Količina 
Tris- Base 242 g 
Ledocetna kislina 57,1 mL 
0,5 M EDTA (ph 8,0) 100 mL 















Dolanc D. Molekulska raznolikost izolatov fitoplazme, povzročiteljice leptonekroze koščičarjev.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017  15 
3.2.3 Čiščenje produktov ugnezdene PCR 
Za čiščenje produktov ugnezdene PCR smo uporabili komplet za čiščenje MiniElute® 
PCR purification kit, Qiagen (kataloška številka 28004). Preglednica 9 prikazuje seznam 
uporabljenih laboratorijskih pripomočkov za čiščenje produktov. 
 
Preglednica 9: Laboratorijski pripomočki za čiščenje PCR produktov 
Naziv 
namizna centrifuga Eppendorf 5417R 
rokavice brez smukca 
stojalo za Eppendorf mikrocentrifugirke 
odpirač za Eppendorf mikrocentrifugirke 
Eppendorf mikrocentrifugirke z in brez varnostnega zapirala (200 µL, 0.5 mL, 1.5 mL, 2 mL)  
pipeta (10 µL, 100 µL, 200 µL, 1000 µL) 





odlagalnik odpadnega materiala 
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3.3 METODE 
3.3.1 Priprava in izvedba PCR ter ugnezdene PCR 
S pomočjo PCR in ugnezdene PCR smo v vzorcih celokupno izolirane DNA analizirali 
štiri genomska območja ESFYf. 
Iz predhodno izoliranih vzorcev DNA smo pripravili 10x redčine (45 µL bidestilirane vode 
in 5 µL neredčene izolirane DNA). 
Mešanico za reakcijo PCR smo pripravili v komori, ki je namenjena pripravi mešanic PCR. 
Za vsak vzorec izolirane DNA smo pripravili štiri posamezne mešanice, za analizo vsakega 
od štirih genov (aceF, secY, pnp, imp). Mešanice so se razlikovale samo v dodanih 
oligonukleotidnih začetnikih za vsak gen (za zaporedja glej preglednico 4). Vse kemikalije, 
razen polimeraze, smo predhodno odtajali, zvrtinčili in centrifugirali. Kot zadnjo 
kemikalijo smo dodali polimerazo. Končno mešanico smo nato zvrtinčili, centrifugirali, ter 
razdelili po 48 µL v vsako 200 µL PCR mikrocentrifugirko. Imena kemikalij, njihove 
končne koncentracije in volumen, ki bi ga uporabili za eno reakcijo so podani v preglednici 
10. 
 
Preglednica 10: Kemikalije, njihove koncentracije in končni volumen za 1 reakcijo PCR 
Kemikalija Končna koncentracija Volumen [µL] 
bidestilirana H2O  35,7 
10x High Fidelity pufer 1 x 5 
MgSO4 (50mM) 2mM 2 
dNTP-ji (10mM) 200 µM 1 
smiselni začetnik (10µM) 400nM 2 
protismiselni začetnik (10µM) 400nM 2 
High Fidelity Taq polimeraza 
(5U/ µL) 
0.03 U/ µL 0,3 
 
V komori za dodajanje DNA smo mešanici PCR dodali po 2 µL 10x redčine vzorca DNA. 
Reakcije PCR smo izvajali s pomočjo termociklerja PCR System 9700 GeneAmp® PCR 
Cycler. Protokol je naveden v preglednici 11. 
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Preglednica 11: Reakcijski pogoji PCR 
predhodna denaturacija 3 minute pri 94 °C 
30 ciklov:  
 denaturacija 30 sekund pri 94 °C 
 vezava začetnikov 30 sekund pri 50 °C 
 podaljševanje 1 minuta pri 68 °C 
končno podaljševanje 7 minut pri 68 °C 
končna inkubacija ∞ pri 4 °C 
Priprava mešanice za ugnezdeni PCR je potekala po enakem principu kot za PCR, razlika 
je bila le v tem da smo dodali oligonukleotidne začetnike specifične za ugnezdeni PCR 
(glej preglednico 4), namesto 10x redčene DNA pa smo dodali 2 µL produktov PCR. 
Za izvajanje ugnezdenega PCR smo uporabili enak termocikel kot pri PCR, z drugačnimi 
pogoji. Pogoji ugnezdenega PCR so podani v preglednici 12. 
 
Preglednica 12:Reakcijski pogoji ugnezdene PCR 
predhodna denaturacija 3 minute pri 94 °C 
35 ciklov:  
 denaturacija 30 sekund pri 94 °C 
 vezava začetnikov 30 sekund pri 50 °C 
 podaljševanje 1 minuta pri 68 °C 
končno podaljševanje 7 minut pri 68 °C 
končna inkubacija ∞ pri 4 °C 
 
Pri vsaki seriji reakcij PCR smo imeli pozitivno in negativno kontrolo reakcije. Pri 
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3.3.2 Priprava in izvedba agarozne gelske elektroforeze 
Uspešnost pomnoţene DNA v ugnezdeni reakciji PCR smo preverjali z 1 % agarozno 
gelsko elektroforezo. Velikost gela smo izbrali glede na število produktov PCR, ki smo jih 
preverjali. 
 
Preglednica 13:Mase in volumni sestavin agaroznega gela 
Velikost gela Agaroza [g] 1x TAE [mL] Etidijev bromid [µL] 
manjši gel 0,4 40 2 
večji gel 1 100 4 
 
Za pripravo agaroznega gela smo uporabili agarozo in pufer TAE (1x TAE), ki smo ju 
zmešali v erlenmajerici in mešanico segreli v mikrovalovni pečici, dokler se agaroza ni 
raztopila. Ohlajeni raztopini smo dodali etidijev bromid, jo razlili po nosilcu z glavničkom 
in počakali, da se strdi. 
Strjeni agarozni gel smo potopili v banjico za elektroforezo, v kateri je bil 1x pufer TAE. 
Nato smo odstranili glavniček. 
Pri nanašanju vzorcev na gel smo jim predhodno primešali nanašalni pufer (6x loading dye 
in 50 % glicerol). Vzorce smo nanašali na gel v volumskih odmerkih po 10 µL. Eni 
kapljici vode smo dodali 1 µL dolţinskega označevalca, ter jo nanesli na gel. Po končanem 
nanašanju vseh vzorcev, označevalca, ter kontrol smo banjico prekrili s pokrovom in ga 
povezali z virom električne napetosti. Aparat smo nastavili na 120 V in ga pustili delovati 
25 minut. Preostanek produktov ugnezdene reakcije PCR smo shranili v zmrzovalniku, do 
nadaljnjega čiščenja. 
Po končani elektroforezi, smo gel preverili v UV-transiluminatorju in ga posneli s pomočjo 
programa UVI Photo MW. 
 
3.3.3 Postopek čiščenja produktov ugnezdene PCR 
Produkte ugnezdene PCR smo čistili s kompletom »MiniElute® PCR purification kit«, ki 
se je v predhodnih raziskavah izkazal za primernejšega od kompleta »DNA Gel Extraction 
Kit«. Protokol čiščenja, ki ga priporoča proizvajalec smo modificirali tako, da smo očiščen 
produkt PCR, namesto v 10 µL, eluirali v 20 µL pufra EB (priloţen kitu), v dveh 
ponovitvah po 10 µL. 
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3.3.4 Pošiljanje vzorcev na sekvenciranje in računalniška analiza dobljenih 
nukleotidnih zaporedij 
Očiščene produkte ugnezdenega PCR smo na sekvenciranje pošiljali ponudniku Macrogen 
Europe. Kadar so bili rezultati sekvenciranja neuporabni ali pa smo dobili zaporedja, ki so 
bila za nadaljnjo analizo prekratka, smo prosili ponudnika naj uporabi drugačen protokol 
sekvenciranja. Pri tistih vzorcih, kjer se je pokazalo, da so bili slabi rezultati določanja 
nukleotidnega zaporedja posledica naše napake pri delu, smo celoten postopek ponovili. 
Celoten postopek smo ponovili tudi pri vzorcih, katerih zaporedja so bila edinstvena v 
smislu celotnega sklopa dobljenih genotipov in tako potrdili njihovo pristnost. 
Pridobljene sekvence smo analizirali s pomočjo računalniškega programa Vector NTI. Z 
uporabo orodja Contig Express, smo dobljeni zaporedji vsakega vzorca zdruţili tako, da 
smo z ujemanjem smiselne in protismiselne smeri sekvenciranja, dobili končno 
nukleotidno zaporedje enega vzorca. Če je med zaporedjema prišlo do neujemanja 
posameznih nukleotidov, smo ustreznost nukleotidnega zaporedja preverili na 
kromatogramu za vsak nukleotid, ki se ni ujemal, posebej. Vsa dobljena zaporedja, ki so 
nosila zapis za enak gen, smo zloţili in poravnali s orodjem Align X. Zaporedja, ki so si 
bila 100 % podobna smo imenovali en genotip. S pomočjo orodja Blast in baze podatkov 
NCBI, smo dobljene genotipe primerjali z ţe objavljenimi genotipi. 
S pomočjo spletnega orodja ExPASy (http://web.expasy.org/translate/) smo pridobljena 
nukleotidna zaporedja prevedli v aminokislinska zaporedja, ter izbrali najbolj primeren 
odprti bralni okvir.  
Filogenetska drevesa, za prikaz evolucijskih odnosov genotipov smo izrisali s pomočjo 
programa MEGA 6.06. Za izris filogenetskega drevesa haplotipov smo nukleotidna 
zaporedja štirih genov, ki sestavljajo posamezen haplotip, zdruţili v eno nukleotidno 
zaporedje. Dobljena nukleotidna zaporedja genov in haplotipov smo poravnali z orodjem 
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3.4 DELOVNA SHEMA OZNAČITVE VZORCEV C. pruni 
 
Slika 2: Delovna shema označitve vzorcev C. pruni 
 
3.5 MATERIALI IN METODE 
3.5.1 Označitev vzorcev Cacopsylla pruni 
Protokol za označitev vzorcev bolšic vrste C. pruni, okuţenih z ESFYf smo povzeli po 
članku Peccoud in sod. (2013). Pri analizi smo uporabili tri komplete oligonukleotidnih 
začetnikov, kjer je vsak komplet vključeval univerzalni začetnik za obe skupini bolšic in 
dva specifična začetnika, ki sta se vezala na regijo ITS2 ene od skupin bolšic. Izmed treh 
kompletov začetnikov smo izbrali tistega, ki je ţuţelčjo DNA pomnoţil do največje 
koncentracije, kar smo preverili s pomočjo 1,6 % agarozne gelske elektroforeze (glej 
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Oligonukleotidni začetnik Nukleotidno zaporedje (5'-3') 
Komplet 1 Cp480R (univerzalni) TACATCCGAGGGTCGGTATC 
 CpA300F GGCCAGTAGTTAAACCGGACT 
 CpB120F TCCACGGGGTCCGCGATA 
Komplet 2 Cp480R (univerzalni) TACATCCGAGGGTCGGTATC 
 CpA50F TTGTGTCTGTGTTTCGAGAGC 
 CpB350F AATCCAAACCCCGCGATG 
Komplet  3 Cp135F (univerzalni) ATACGCGCTCGATCTGACAT 
 CpA425R TCGACTCTCTCGCCTCTCTT 
 CpB315R TTAACCGCTGGGGCTAGG 
 
3.5.2 PCR za označitev C. pruni 
Mešanico PCR za označitev vzorcev C. pruni smo pripravili po enakem postopku, ki je 
opisan pri PCR in ugnezdenem PCR (poglavje 3.3.1.). Mešanici smo dodali 2µL 10x 
redčene DNA izolirane iz vzorcev C. pruni, ki so bili v predhodnih raziskavah preverjeni 
glede okuţenosti z ESFYf. Preglednica 15 prikazuje kemikalije, njihove koncentracije in 
končni volumen, ki je bil uporabljen za reakcijo PCR. Preglednica 16 pa prikazuje 
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Preglednica 15: Kemikalije, njihove koncentracije in končni volumen za 1 PCR reakcijo pri označitvi 
vzorcev C. pruni 
Kemikalija Končna koncentracija Volumen [µL] 
bidestilirana H2O  30,75 
5x green GoTaqFlexi pufer* 1 x 10 
MgSO4 (25mM)* 2,5 mM 5 
dNTP-ji (10mM)* 200 µM 1 
začetnik 1 (10µM) 200nM 1 
začetnik 2 (10µM) 200nM 1 
začetnik 3 (10µM) 200nM 1 
Go Taq polimeraza (5U/ µL)* 0,025 U/ µL 0,25 
*Proizvajalec Promega Co., kataloška številka M8291 
 
Preglednica 16: Reakcijski pogoji reakcije PCR za označitev vzorcev C. pruni 
predhodna denaturacija 2 minuti pri 94 °C 
30 ciklov:  
 denaturacija 30 sekund pri 94 °C 
 vezava začetnikov 20 sekund pri 65 °C 
 podaljševanje 30 sekund pri 72 °C 
končno podaljševanje 5 minut pri 72 °C 
končna inkubacija ∞ pri 4 °C 
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4 REZULTATI 
Rezultati so podani v obliki slik, grafikonov, diagramov, preglednic in filogenetskih 
dreves, podrobneje pa so prikazani v poglavju Priloge. Na začetku je prikazan primer 
preverjanja uspešnosti ugnezdenega PCR z agarozno gelsko elektroforezo, sledijo rezultati 
raznolikosti ESFYf v Sloveniji, vključno z molekulsko primerjavo ESFYf med izvornimi 
rastlinami in njihovimi sadikami z in brez predčasnega odganjanja ter na koncu rezultati 
označitve izolatov C. pruni. 
 
4.1 PRIMER PREVERJANJA USPEŠNOSTI PCR Z AGAROZNO GELSKO 
ELEKTROFOREZO 
Preden smo produkte ugnezdenega PCR očistili in poslali na sekvenciranje, smo uspešnost 
pridobljenih produktov preverili s pomočjo agarozne gelske elektroforeze. Potrditev 
uspešne namnoţitve produkta v PCR je vidna lisa produktov PCR na gelu. 
Velikost produktov ugnezdenega PCR za gen aceF je pribliţno 800 bp, za secY 700 bp, za 
pnp 500 bp in za imp 700 bp (slika 3). 
 
 
Slika 3: Primer preverjanja uspešnosti namnoţitve ugnezdenih produktov PCR, na 1 % agaroznem gelu. D-
oznake posameznih vzorcev; P-pozitivna kontrola; N-negativna kontrola; M-marker (Gene Ruler TM 100 bp 
Plus DNA Ladder, Fermentas) 
 
 
Dolanc D. Molekulska raznolikost izolatov fitoplazme, povzročiteljice leptonekroze koščičarjev.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017  24 
4.2 RAZNOLIKOST ESFYf V SLOVENIJI 
Za proučevanje genske pestrosti izolatov ESFYf v Sloveniji, smo analizirali gene aceF, 
secY, pnp in imp. Dobljene genotipe ESFYf smo primerjali z genotipi pridobljenimi iz 
genske banke NCBI. 
 
4.2.1 Rezultati analize genov aceF, secY, pnp in imp 
Skupno smo analizirali 20 vzorcev DNA. Izolati so bili vzorčeni v letih 2012, ter 2014 in 
sicer v kraju Kojsko v okolici Nove Gorice (14 vzorcev), v krajih Vogrsko, Zemono, 
Vrhpolje pod Zemono, Boštele, v Pišecah in Pavlovi vasi (po 1 vzorec iz vsakega kraja). 
Večina izolatov je bila vzorčena na marelicah (Prunus armeniaca) (17 vzorcev), nekaj pa 
na breskvah (Prunus persica) (3 vzorci). Pri vseh 20 vzorcih smo analizirali gene aceF, 
secY, pnp in imp, ter določili genotipe (Preglednica 17). Za osnovo primerjave genotipov 
smo vzeli najkrajše nukleotidno zaporedje med dobljenimi zaporedji. Pri genu aceF je ta 
dolţina znašala 604, pri genu secY 531, pri pnp 420 in pri imp 531 baznih parov. Tako smo 
za gen aceF določili 4 različne genotipe (AC1-4), za secY 2 genotipa (SE1, SE2), za pnp 1 
genotip (PN1), ter za imp 5 genotipov (IM1-5). Pri vzorcih, katerih genotipi so se pojavili 
samo enkrat, smo z namenom potrditve zaporedja celoten postopek določanja 
nukleotidnega zaporedja ponovili. Celotna nukleotidna zaporedja genov so prikazana v 
prilogah. Dobljena nukleotidna zaporedja smo s pomočjo spletnega orodja 
ExPASy(http://web.expasy.org/translate/) prevedli v aminokislinska zaporedja, ter izbrali 
najbolj primeren odprti bralni okvir. Izbrana aminokislinska zaporedja smo nato primerjali 
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JV Slovenije) in 











































/ AC1 SE1 PN1 IM3 H2 
D595/14 
 




/ AC2 SE1 PN1 IM1 H3 
D598/14 
 







/ AC2 SE1 PN1 IM2 H4 




/ AC2 SE1 PN1 IM1 H3 




/ AC2 SE1 PN1 IM4 H1 




Ne AC2 SE1 PN1 IM2 H4 




Ne AC2 SE1 PN1 IM4 H1 
D584/12 Kojsko (JZ), 2012 
 
marelica Flokar (I/1) 
 
/ AC4 SE1 PN1 IM1 H7 
D583/12 Kojsko (JZ), 2012 
 
marelica Flokar (I/1) 
 
/ AC4 SE1 PN1 IM1 H7 
D629/14-4 Kojsko (JZ), 2014 
 
marelica Flokar (I/1) 
 
Ne AC2 SE1 PN1 IM4 H1 
se nadaljuje ... 
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JV Slovenije) in 




















D630/14-1 Kojsko (JZ), 2014 
 
marelica Flokar (I/1) 
 
Da AC1 SE1 PN1 IM3 H2 
D630/14-2 Kojsko (JZ), 2014 
 
marelica Flokar (I/1) 
 
Da AC1 SE1 PN1 IM3 H2 
 
D582/12 Kojsko (JZ), 2012 
 
marelica Flokar (II/1) 
 
/ AC2 SE1 PN1 IM4 H1 
D630/14-3 Kojsko (JZ), 2014 
 
marelica Flokar (II/1) 
 
Ne AC2 SE1 PN1 IM2 H4 
D581/12 Kojsko (JZ), 2012 
 
marelica Flokar (III/1) 
 
/ AC3 SE2 PN1 IM3 H6 
D637/14-2 Kojsko (JZ), 2014 
 
marelica Flokar (III/1) 
 
Ne AC2 SE1 PN1 IM1 H3 
D637/14-3 Kojsko (JZ), 2014 
 
marelica Flokar (III/1) 
 
Da AC1 SE1 PN1 IM3 H2 
D637/14-4 Kojsko (JZ), 2014 
 
marelica Flokar (III/1) 
 
Da AC1 SE1 PN1 IM5 H5 
 
4.2.2 Raznolikost gena aceF ESFY v Sloveniji 
V vzorcih, ki smo jih testirali, so bili prisotni štirje različni genotipi gena aceF ESFYf. 
Najpogostejši genotip AC2 se je pojavil 11-krat, sledi mu genotip AC1, ki je bil prisoten 6-
krat, nato genotip AC4, ki smo ga našli v dveh vzorcih in na koncu še AC3, ki je bil 
edinstven in smo ga našli samo v vzorcu D581/12. Postopek določevanja nukleotidnega 
zaporedja smo ponovile le na vzorcu D581/12, s čimer smo potrdili njegovo edinstvenost. 
Preglednici 18 in 19 prikazujeta stopnje podobnosti med genotipi gena aceF, v obliki 
nukleotidnih zaporedij in v obliki aminokislinskih zaporedij. Med seboj najbolj podobni 
genotipi so AC1 in AC3, AC2 in AC3, ter AC2 in AC4. Najbolj pa se razlikujeta genotipa 
AC1 in AC4. Pri prevajanju nukleotidnih zaporedij genotipov v aminokislinska zaporedja, 
smo opazili, da imajo 100 % homologijo genotipi AC1 in AC3, ter AC2 in AC4. 
V primerih neujemanja je prišlo do zamenjave treonina in aspargina, ki spadata v skupino 
aminokislin s hidrofilno stransko verigo. 
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Preglednica 18: Stopnje podobnosti med genotipi AC1-4 (dolţina zaporedij je 604bp, v oklepaju je podano 
število neujemanj posameznih nukleotidov) 
 AC1 AC2 AC3 AC4 
AC1 100  % (0) 99,7  % (2) 99,8  % (1) 99,5  % (3) 
AC2 / 100  % (0) 99,8  % (1) 99,8  % (1) 
AC3 / / 100  % (0) 99,7  % (2) 
AC4 / / / 100  % (0) 
 
Preglednica 19: Stopnje podobnosti med genotipi AC1-4 (dolţina zaporedij je 201AK, v oklepaju je podano 
število neujemanj posameznih aminokislin) 
 AC1 AC2 AC3 AC4 
AC1 100  % (0) 99,5  % (1) 100  % (0) 99,5  % (1) 
AC2 / 100  % (0) 99,5  % (1) 100  % (0) 
AC3 / / 100  % (0) 99,5  % (1) 
AC4 / / / 100  % (0) 
 
Raznolikost gena aceF po posameznih krajih je prikazana na sliki 4b. Genotip AC1 smo 
dokazali v krajih Zemono, Vrhopolje pod Zemono in Kojsko. Genotip AC2 smo našli v 
krajih Vogrsko, Kojsko, Pišece, Pavlova vas in Boštele. Genotipa AC3 in AC4 smo 
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Slika 4: Raznolikost genotipov gena aceF za ESFYf v Sloveniji a); Pogostost in raznolikost genotipov gena 
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4.2.3 Raznolikost gena secY ESFY v Sloveniji 
V primeru gena secY ESFYf smo dokazali dva različna genotipa (slika 5). Najbolj razširjen 
je genotip SE1, ki smo ga potrdili 19-krat. Genotip SE2 pa smo določili le v enem vzorcu. 
Postopek določanja nukleotidnega zaporedja za vzorec, v katerem smo našli genotip SE2, 
smo ponovili in potrdili njegovo edinstvenost. Raznolikost med obema genotipoma je 
prikazana v preglednicah 20 in 21. Preglednica 20 prikazuje raznolikost na podlagi 
nukleotidnega zaporedja, preglednica 21 pa na podlagi aminokislinskega zaporedja. V 
primeru nukleotidnega zaporedja je prišlo do enega neujemanja baznih parov, zaradi česar 
je podobnost med genotipoma 99,8  %. Pri primerjavi aminokislinskega zaporedja obeh 
genotipov smo opazili, da sta aminokislinski zaporedji 100 % homologni. 
 
Preglednica 20: Stopnja podobnosti nukleotidnega zaporedja med genotipoma SE1 in SE2 (dolţina zaporedij 
je 531 bp, v oklepaju je podano število neujemanj) 
 SE1 SE2 
SE1 100  % (0) 99,8  % (1) 
SE2 / 100  % (0) 
 
Preglednica 21: Stopnja podobnosti aminokislinskega zaporedja med genotipoma S1 in S2 (dolţina zaporedij 
je 177ak, v oklepaju je podano število neujemanj) 
 SE1 SE2 
SE1 100  % (0) 100  % (0) 
SE2 / 100  % (0) 
 
Slika 5b prikazuje raznolikost gena secY za ESFY po posameznih krajih. Iz slike je 
razvidno, da je najpogostejši genotip SE1 prisoten v vseh proučevanih krajih. Genotip SE2 
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Slika 5: Raznolikost genotipov gena secY za ESFYf v Sloveniji a); Pogostost in raznolikost genotipov gena 
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4.2.4 Raznolikost gena pnp ESFY v Sloveniji 
V analiziranih vzorcih je prisoten samo en genotip gena pnp ESFYf. 
 
 
Slika 6: Pogostost in raznolikost genotipov gena pnp po posameznih krajih v Sloveniji 
 
4.2.5 Raznolikost gena imp ESFY v Sloveniji 
V testiranih vzorcih smo našli pet različnih genotipov gena imp ESFYf (slika 7a). 
Najpogostejši genotip, ki se pojavlja je IM3 (6), sledita mu IM1 (5) in IM4 (5), nato IM2 
(3) in IM5 (1). Preglednica 22 prikazuje stopnjo podobnosti nukleotidnega zaporedja med 
najdenimi genotipi. Med seboj najbolj podobni genotipi so IM1 in IM3 (99,8 %), ter IM2 
in IM4 (99,8 %), sledita pa IM3 in IM4 (99,6 %). Najmanj podobna genotipa pa sta IM2 in 
IM5 (97,9 %).  
Pri pregledu aminokislinskih zaporedij genotipov smo ugotovili, da so si najbolj podobni 
genotipi IM1 in IM3, ter IM2 in IM4 (99,4 %). V primeru genotipov IM1 in IM3 je prišlo 
do zamenjave treonina in izolevcina, ki spadata v različni skupini aminokislin. V primeru 
genotipov IM2 in IM4, pa je prišlo do zamenjave levcina in metionina, ki spadata v 
skupino aminokislin s hidrofobno stransko verigo. Med seboj se najbolj razlikujeta 
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Preglednica 22: Stopnja podobnosti nukleotidnega zaporedja med genotipi IM1-5 (dolţina zaporedij je 531 
bp, v oklepaju je podano število neujemanj) 
 IM1 IM2 IM3 IM4 IM5 
IM1 100  % (0) 99,2  % (4) 99,8  % (1) 99,4  % (3) 98,3  % (9) 
IM2 / 100  % (0) 99,4  % (3) 99,8  % (1) 97,9  % (11) 
IM3 / / 100  % (0) 99,6  % (2) 98,5  % (8) 
IM4 / / / 100  % (0) 98,1  % (10) 
IM5 / / / / 100  % (0) 
 
Preglednica 23: Stopnja podobnosti aminokislinskega zaporedja med genotipi IM1-5 (dolţina zaporedij je 
160ak, v oklepaju je podano število neujemanj) 
 IM1 IM2 IM3 IM4 IM5 
IM1 100  % (0) 97,5  % (4) 99,4  % (1) 98,1  % (3) 95,5  % (7) 
IM2 / 100  % (0) 98,1  % (3) 99,4  % (1) 94,2  % (9) 
IM3 / / 100  % (0) 98,7  % (2) 96,2  % (6) 
IM4 / / / 100  % (0) 94.9  % (8) 
IM5 / / / / 100  % (0) 
 
Slika 7b prikazuje raznolikost gena imp za ESFYf po posameznih krajih. V kraju Vogrsko 
je prisoten genotip IM4, kraju Pavlova vas IM2, v krajih Pišece in Boštele IM1, v krajih 
Zemono in Vrhpolje pod Zemono pa IM3. V kraju Kojsko je prisotnih vseh 5 genotipov, 
kjer se v največjem številu pojavljata genotipa IM3 in IM4. Genotip IM5 je edinstven 
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Slika 7: Raznolikost genotipov gena imp za ESFYf v Sloveniji a); Pogostost in raznolikost genotipov gena 
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4.2.6 Primerjava raznolikosti ESFYf okuženih sadik, ki so kazale znake predčasnega 
odganjanja 
Preglednica 17 prikazuje tudi rezultate določanja genotipov genov aceF, secY, pnp in imp, 
vzorcev izvornih dreves in sadik cepljenih s cepiči nabranimi iz teh dreves, ki so kazala 
znake predčasnega odganjanja. Vzorci iz leta 2012 so bili odvzeti iz okuţenih starih dreves 
brez znamenj okuţbe, iz katerih so bili leto kasneje nabrani cepiči. Sadike, ki so bile 
cepljene s temi cepiči so bile analizirane leta 2014. Iz preglednice 17 je razvidno, da se 
genotipi sadik razlikujejo od genotipov starih dreves, iz katerih so bili odvzeti cepiči. Pri 
starih drevesih predčasno odganjanje ni bilo dokumentirano. Znake predčasnega 
odganjanja so opazili samo pri nekaterih sadikah (glej Preglednico 17). Kot je razvidno iz 
preglednice 17, se genotip AC1 pojavlja samo pri vzorcih odvzetih iz sadik, ki so kazale 
znake predčasnega odganjanja listov. 
 
4.2.7 Primerjava genotipov ESFYf iz Slovenije z genotipi iz baze podatkov za gene v 
NCBI  
Hipoteze o evolucijskem razvoju oz. odnosih določene taksonomske skupine postavljamo s 
pomočjo filogenetskih dreves. Filogenetska drevesa smo izrisovali v programu MEGA 7, z 
metodo največjega verjetja (Maximum Likelihood oz. ML). Pri izbrani metodi smo 
uporabili test samo-vzorčenja z 200 ponovitvami, kjer nam je program izmed 200 
filogenetskih dreves izbral tisto, ki je bilo v smislu evolucijskih korakov najkrajše. Na 
slikah 8-11 so prikazani evolucijski odnosi med genotipi ESFYf najdenimi v Sloveniji 
(število primerjanih baznih parov: za genotip gena aceF 604, za secY 531, za pnp 420 in za 
imp 531 baznih parov) in celotnimi objavljenimi zaporedji genotipov iz baze podatkov za 
gene v NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Priloge A – D).  
Slika 8 predstavlja evolucijski odnos med genotipi gena aceF ESFYf, ki se pojavljajo v 
Sloveniji in tistimi iz baze podatkov za gene v NCBI. Genotip AC1 je na odseku dolgem 
604 bp identičen genotipu FN598173, genotip AC2 genotipu FN598171, genotip AC3 
genotipu FN598168, genotip AC4 pa genotipu FN598170 (Priloga A).  
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Slika 8: Evolucijski odnos med slovenskimi genotipi aceF ESFYf, ter genotipi iz baze podatkov za gene v 
NCBI. Številke nad vejami predstavljajo odstotke, kolikokrat so se med 200 ponovitvami testa samo-
vzorčenja genotipi zdruţili v dane skupine ob uporabi metod 
 
Slika 9 predstavlja evolucijski odnos med genotipi gena secY ESFYf, ki se pojavljajo v 
Sloveniji in tistimi iz baze podatkov za gene v NCBI. Genotip SE1 je na odseku dolgem 
531 bp identičen genotipom FN598206, GU004334 in HM237295, genotip SE2 pa 
genotipu FN598205 (Priloga B). 
 
Slika 9: Evolucijski odnos med slovenskima genotipoma secY ESFYf, ter genotipi iz baze podatkov za gene 
v NCBI. Številke nad vejami predstavljajo odstotke, kolikokrat so se med 200 ponovitvami testa samo-
vzorčenja genotipi zdruţili v dane skupine ob uporabi metod 
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Slika 10 predstavlja evolucijski odnos med genotipom gena pnp ESFYf, ki se je pojavil v 
Sloveniji in tistimi iz baze podatkov za gene v NCBI. Genotip PN1 je na odseku dolgem 
420 bp identičen genotipu FN598191 (Priloga C).  
 
Slika 10: Evolucijski odnos med slovenskimi genotipi pnp ESFYf, ter genotipi iz baze podatkov za gene v 
NCBI. Številke nad vejami predstavljajo odstotke, kolikokrat so se med 200 ponovitvami testa samo-
vzorčenja genotipi zdruţili v dane skupine ob uporabi metode 
 
Slika 11 predstavlja evolucijski odnos med genotipi gena imp ESFYf, ki se pojavljajo v 
Sloveniji in tistimi iz baze podatkov za gene v NCBI. Genotip IM1 je na odseku dolgem 
531 bp identičen genotipu FN600710, genotip IM3 genotipoma AF400587 in FN600707, 
genotip IM4 genotipu FN600716, genotip IM5 pa genotipu FN600719. Genotip IM2 do 
sedaj še ni bil opisan v drugih drţavah (Priloga D).  
 
Slika 11: Evolucijski odnos med slovenskimi genotipi imp ESFYf, ter genotipi iz baze podatkov za gene v 
NCBI. Številke nad vejami predstavljajo odstotke, kolikokrat so se med 200 ponovitvami testa samo-
vzorčenja genotipi zdruţili v dane skupine ob uporabi metode 
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4.3 HAPLOTIPI ESFYF V SLOVENIJI 
Na podlagi različnih kombinacij genotipov ESFYf smo določili haplotipe. V Sloveniji je 
prisotnih sedem različnih haplotipov ESFYf. Največkrat prisotna sta haplotipa H1 in H2, to 
je petkrat, sledita jima H3 in H4, ki sta prisotna po trikrat, nato H7, ki je prisoten dvakrat in 






Slika 12: Raznolikost haplotipov ESFYf v Sloveniji a); Pogostost in raznolikost haplotipov po posameznih 
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4.3.1 Filogenetski odnos haplotipov ESFYf v Sloveniji 
Slika 13 prikazuje evolucijski odnos med haplotipi EFSYf, v Sloveniji. Za izris 
filogenetskega drevesa smo uporabili metodo največjega verjetja. Najoţji evolucijski 
odnosi se kaţejo pri haplotipih H1, H2, H3, H4, H6, H7, ki skupaj tvorijo prvo skupino. V 
drugi skupini pa se nahaja haplotip H5. 
 
Slika 13: Filogenetski odnosi haplotipov ESFYf v Sloveniji 
 
4.4 OZNAČITEV IZOLATOV C. pruni 
Za označitev C. pruni smo skupno analizirali 42 vzorcev, od tega je bilo 25 vzorcev 
predhodno določenih, da so okuţeni z ESFYf, 17 pa je bilo neokuţenih (Preglednica 25). 
Pet vzorcev C. pruni smo  analizirali s tremi kompleti oligonukleotidnih začetnikov (Slika 
14). . Komplet 1 (slika 14, prva lisa izmed treh na gelu od leve proti desni) se je izkazal za 
najučinkovitejšega, saj je ţuţelčjo DNA pomnoţil do največje koncentracije, kar se na gelu 
kaţe kot najbolj svetla lisa, zato smo za nadaljnje analize uporabili le komplet 1. Z 
analizami smo določili, da vsi testirani vzorci C. pruni, tako neokuţeni kot okuţeni z 
ESFYf, spadajo v genetsko skupino B, ki je poleg skupine A ena od dveh genetskih skupin 
teh bolšic, ki so jih opisali Peccoud in sod. (2013).  
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Slika 14: Analiza treh kompletov oligonukleotidnih začetnikov za označitev vzorcev C. pruni. Kompleti 1, 2 
in 3 so bili preverjeni na petih vzorcih (D64/14-1, D80/14-2, D81/14-7, D186/14-2 in D190/14-5). Vrstni red 
primerjanih kompletov: prvi na levi (velikost produkta: 370 bp), drugi v sredini (velikost produkta: 150 bp) 
in  tretji na desni (velikost produkta: 170 bp) pri vsakem vzorcu. N-negativna kontrola; M-marker (Gene 
Ruler TM 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas) 
 
 
Preglednica 24: Rezultati karakterizacije vzorcev C.pruni 
Vzorec 
Lokacija vzorčenja (rastlina, kjer so bili osebki 
nabrani) 






D195/05 Goriško 23.5.2005 + B 
D196/05 Goriško 23.5.2005 + B 
D197/05 Goriško 23.5.2005 + B 
D198/05 Goriško 23.5.2005 + B 
D61/14-1 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 7.3.2014 (zimski imago) - B 
D61/14-10 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 7.3.2014 (zimski imago) + B 
D60/14-5 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 19.3.2014 (zimski imago) + B 
D60/14-2 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 19.3.2014 (zimski imago) - B 
se nadaljuje ... 
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Nadaljevanje preglednice 24: Rezultati karakterizacije vzorcev C.pruni 
Vzorec 
Lokacija vzorčenja (rastlina, kjer so bili osebki 
nabrani) 






D80/14-1 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 26.3.2014 (zimski imago) - B 
D80/14-2 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 26.3.2014 (zimski imago) + B 
D82/14-6 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 3.4.2014 (zimski imago) + B 
D81/14-2 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 9.4.2014 (zimski imago) + B 
D81/14-7 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 9.4.2014 (zimski imago) + B 
D110/14-1 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 21.4.2014 (zimski imago) - B 
D110/14-10 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 21.4.2014 (zimski imago) + B 
D94/14-1 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 5.5.2014 (zimski imago) + B 
D94/14-2 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 5.5.2014 (zimski imago) - B 
D185/14-1 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 28.5.2014 (letni imago) + B 
D185/14-2 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 28.5.2014 (letni imago) - B 
D186/14-4 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 22.6.2014 (letni imago) + B 
D186/14-5 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 22.6.2014 (letni imago) + B 
D186/14-8 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 22.6.2014 (letni imago) + B 
D186/14-6 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 22.6.2014 (letni imago) - B 
D186/14-2 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 22.6.2014 (letni imago) + B 
D187/14 Loke pri Novi Gorici (P. spinosa) 4.7.2014 (letni imago) - B 
D63/14-10 Vogrsko (P. domestica) 10.3.2014 (zimski imago) + B 
D63/14-1 Vogrsko (P. domestica) 10.3.2014 (zimski imago) - B 
D63/14-2 Vogrsko (P. domestica) 10.3.2014 (zimski imago) - B 
D64/14-4 Banjšice (P. spinosa) 10.3.2014 (zimski imago) + B 
se nadaljuje ... 
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Nadaljevanje preglednice 24: Rezultati karakterizacije vzorcev C.pruni 
Vzorec 
Lokacija vzorčenja (rastlina, kjer so bili osebki 
nabrani) 






D64/14-1 Banjšice (P. spinosa) 10.3.2014 (zimski imago) + B 
D64/14-2 Banjšice (P. spinosa) 10.3.2014 (zimski imago) - B 
D64/14-3 Banjšice (P. spinosa) 10.3.2014 (zimski imago) - B 
D92/14-1 Nova Gorica (P. domestica) 3.5.2014 (larva L4) + B 
D189/14-7 Nova Gorica (P. domestica) 30.5.2014 (letni imago) + B 
D189/14-8 Nova Gorica (P. domestica) 30.5.2014 (letni imago) + B 
D190/14-2 Nova Gorica (P. domestica) 30.5.2014 (letni imago) + B 
D190/14-3 Nova Gorica (P. domestica) 30.5.2014 (letni imago) - B 
D190/14-5 Nova Gorica (P. domestica) 30.5.2014 (letni imago) + B 
D62/14-2 Kromberk (P. domestica) 10.3.2014 (zimski imago) - B 
D62/14-3 Kromberk (P. domestica) 10.3.2014 (zimski imago) - B 
D83/14-1 Vrtojba (P. cerasifera) 29.3.2014 (zimski imago) - B 
D83/14-2 Vrtojba (P. cerasifera) 29.3.2014 (zimski imago) - B 
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5 DISKUSIJA 
Za magistrsko delo smo proučevali molekulsko pestrost fitoplazme 'Ca. P. prunorum' v 
Sloveniji. 
Osredotočili smo se na gene aceF, secY, pnp in imp. Analizirali smo vzorce DNA, ki so 
bili predhodno izolirani iz dreves okuţenih z ESFYs. Opravili smo tudi primerjavo 
dobljenih genotipov med izvornimi rastlinami in njihovimi sadikami. Primerjali smo 
genotipe ESFYf, ki jih dobimo na rastlinah brez in z znamenji predčasnega odganjanja, kar 
je eden izmed opisanih znamenj okuţbe z ESFYf. Dobljene genotipe smo primerjali z ţe 
objavljenimi genotipi ESFYf (Danet in sod., 2011). 
Opravili smo tudi analizo glavnih ţuţelčjih prenašalcev ESFYf, ter jih uvrstili v eno izmed 
dveh ţe opisanih genetskih skupin (Peccoud, 2013).  
 
5.1 MOLEKULSKA RAZNOLIKOST EFSYf V SLOVENIJI 
Analizirali smo 20 vzorcev DNA, ki so bili izolirani iz dreves okuţenih z ESFYf, ter jim 
določili genotipe za gene aceF, secY, pnp in imp. Izolati so bili vzorčeni v letih 2012 in 
2014, v sedmih slovenskih krajih. V kraju Kojsko, od koder je izviralo največje število 
analiziranih vzorcev, smo dokazali prisotnost vseh genotipov, ki so opisani v tej nalogi. 
Povezave med kraji in posameznimi genotipi nismo zaznali, kar bi bila lahko posledica 
analize majhnega števila vzorcev iz različnih krajev Slovenije.  
Zaporedja genov, ki smo jih dobili in nato primerjali (aceF-604 bp, secY-531 bp, pnp-420 
bp in imp-531 bp) so krajša, kot so jih dobili Danet in sod. (2011) (aceF-797 bp, secY-664 
bp, pnp-549 bp in imp-673 bp). Vzrok tega je najverjetneje slabša kakovost produktov 
PCR (Schneider in Seemüller, 2009) ali pa slabša kakovost sekvenciranja. Naša zaporedja 
so še vedno dovolj dolga za relevantno medsebojno primerjavo in primerjavo z zaporedji iz 
članka Danet in sod. (2011) (Preglednica 26 ter Priloge E-H) ter z drugimi zaporedji iz 
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Preglednica 25: Raznolikost genotipov v Sloveniji v primerjavi z raznolikostjo genotipov objavljenih v Danet 
in sod. (2011) 
 To delo Danet in sod., 2011 








aceF 20 4 126 11 
secY 20 2 119 3 
pnp 20 1 121 2 
imp 20 5 126 14 
 
5.1.1 Raznolikost gena aceF za ESFYf v Sloveniji 
V sklopu magistrske naloge smo v 20 vzorcih iz Slovenije dokazali štiri različne genotipe 
gena aceF ESFYf. Genotip AC2 se je pojavil 11-krat in je najpogostejši genotip za ta gen. 
Sledijo mu genotip AC1, ki se je pojavil 6-krat, genotip AC4, katerega smo našli v dveh 
vzorcih in genotip AC3, ki je bil prisoten samo v enem vzorcu. Genotipi se med seboj 
razlikujejo v 1-3 polimorfizmih posameznih nukleotidov (angl.: single nucleotide 
polymorphisms), na treh različnih mestih znotraj zaporedij (priloga A).  
Danet in sod. (2011) so analizirali 126 izolatov ESFYf iz Nemčije, Francije, Italije, 
Španije, Hrvaške, Turčije, Azerbajdţana in Grčije, ter določili 11 različnih genotipov gena 
aceF, ki so se razlikovali v enem ali dveh polimorfizmih posameznih nukleotidov. Izstopal 
je le genotip A9, pri katerem so našli 10-12 polimorfizmov posameznih nukleotidov. V 
omenjeni študiji je bil najbolj pogost genotip A3 (FN598168), ki je identičen genotipu 
AC3 iz Slovenije (Priloga E). Slovenskemu genotipu AC1 je iz njihove študije identičen 
genotip A8 (FN598173), genotipu A6 (FN598171) je identičen slovenski genotip AC2, 
genotip A5 (FN598170) pa je identičen slovenskemu genotipu AC4. Naše ugotovitve 
sovpadajo z ugotovitvami Danet in sod. (2011), ki so dokazali, da gen aceF (poleg gena 
imp) omogoča dobro razlikovanje genotipov ESFYf. 
V kraju Kojskoso smo dokazali vse štiri genotipe, ki smo jih našli v raziskavi (AC1-4). V 
krajih Vogrsko, Pišece, Pavlova vas in Boštele smo našli genotip AC2, v krajih Zemono in 
Vrhpolje pod Zemono pa genotip AC1.  
Nukleotidna zaporedja genotipov smo prevedli v aminokislinska zaporedja in opazili, da 
imata 100 % homologijo genotipa AC1 in AC3, ter AC2 in AC4 (glej Preglednico 19). Pri 
posameznih primerih neujemanja je prišlo do zamenjave treonina s asparginom. Obe 
aminokislini spadata v skupino aminokislin s hidrofilno stransko verigo. 
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5.1.2 Raznolikost gena secY za ESFYf v Sloveniji 
Z analizo 20 izolatov smo v Sloveniji zasledili dva različna genotipa gena secY ESFYf. 
Genotip SE1 smo dokazali v 19-ih, genotip SE2 pa le v enem vzorcu. Razlika v genotipih 
je posledica enega samega polimorfizma posameznega nukleotida. V študiji, ki so jo 
opravili Danet in sod. (2011), so analizirali 119 vzorcev ESFYf, iz Nemčije, Francije, 
Italije, Španije, Azerbajdţana in Hrvaške, ter določili tri različne genotipe. Za najbolj 
pogost genotip v njihovi študiji se je izkazal genotip S2 (FN598206), ki je identičen 
slovenskemu genotipu SE1 (Priloga F). Slovenskemu genotipu SE2 pa je identičen njihov 
genotip S1 (FN598205). Kot je razvidno iz slike 9, ki predstavlja evolucijski odnos med 
slovenskimi genotipi gena secY in tistimi iz baze podatkov za gene NCBI, je slovenski 
genotip SE1 poleg FN598206 (genotip S2) identičen še z dvema genotipoma, GU004334, 
ki je bil dokazan v Nemčiji in Italiji (Lee in sod., 2010), ter HM237295, ki je bil najden v 
Italiji (Casati in sod., 2010). 
V vzorcih iz kraja Kojsko smo dokazali oba genotipa. V ostalih krajih, kjer smo analizirali 
po en vzorec,  pa smo dokazali genotip SE1.  
Primerjava teoretičnih aminokislinskih zaporedij obeh slovenskih genotipov je pokazala, 
da sta zaporedji 100 % homologni (glej preglednico 21). Pri tem smo opazili, da je med 
zaporedjema, prišlo le do ene tihe mutacije. Na podlagi tega lahko sklepamo, da je funkcija 
produktov obeh genotipov enaka. 
 
5.1.3 Raznolikost gena pnp za ESFYf v Sloveniji 
Z analizo 20 izolatov smo v Sloveniji našli samo en genotip gena pnp ESFYf. Genotip smo 
poimenovali PN1. Danet in sod. (2011), so na podlagi analize 121 vzorcev ESFYf, iz 
Nemčije, Azerbajdţana, Hrvaške, Francije, Italije in Španije, dokazali skupno dva različna 
genotipa, P1 in P2. Najbolj pogost je bil genotip P1 (FN598191), ki ga pri nas nismo 
zasledili. Sledi mu genotip P2 (FN598190), ki je identičen slovenskemu genotipu PN1 
(Priloga G).  
 
5.1.4 Raznolikost gena imp za ESFYf v Sloveniji 
Z analizo 20 izolatov smo v Sloveniji našli pet različnih genotipov gena imp ESFYf. 
Najpogostejši genotip je IM3, ki se je pojavil 6-krat, sledita mu genotip IM1 in IM4, ki sta 
se pojavila 5-krat, nato IM2, ki se je pojavil 3-krat in IM5, ki je bil najden v enem vzorcu. 
Genotipi se med seboj razlikujejo v 1-11 polimorfizmih posameznih nukleotidov, na 12-ih 
različnih mestih znotraj zaporedij (priloga D). Danet in sod. (2011) so analizirali 126 
izolatov ESFYf iz Italije, Azerbajdţana, Hrvaške, Francije, Nemčije, Grčije, Madţarske in 
Turčije, ter določili 14 različnih genotipov gena imp. V omenjeni študiji je bil najbolj 
pogost genotip I1 (FN600707), ki je identičen slovenskemu genotipu IM3 (Priloga H). 
Slovenskemu genotipu IM1 je identičen njihov genotip I4 (FN600710), I10 (FN600716) je 
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identičen slovenskemu genotipu IM4 in I13 (FN600719) je identičen slovenskemu 
genotipu IM5. Genotip IM2 pa v drugih drţavah še ni bil opisan. Med štirimi analiziranimi 
geni ESFYf, gen imp omogoča največje razlikovanje genotipov ESFYf, kar soupada z 
ugotovitvami Danet in sod. (2011). 
Kot je razvidno iz slike 11, ki predstavlja evolucijski odnos med slovenskimi genotipi gena 
imp in tistimi iz baze podatkov za gene NCBI, je slovenski genotip IM3 poleg genotipa I1 
(FN600707) identičen tudi nukleotidnemu zaporedju AF400587 iz študije, ki so jo objavili 
Morton in sod. (2003).  
V kraju Kojsko so prisotni vsi genotipi (IM1-5). V krajih Zemono in Vrhpolje pod Zemono 
je bil najden genotip IM3. Genotip IM1 smo dokazali v krajih Pišece in Boštele, genotip 
IM2 je bil prisoten v kraju Pavlova vas, genotip IM4 pa v kraju Vogrsko.  
Primerjava teoretičnih aminokislinskih zaporedij obeh slovenskih genotipov je pokazala, 
da so si najbolj podobni pari genotipov IM1 in IM3, ter IM2 in IM4 (glej preglednico 23). 
Opazili smo, da je pri paru IM1 in IM3 prišlo do zamenjave treonina in izolevcina, ki 
spadata v različni skupini aminokislin. Pri paru IM2 in IM4 pa smo opazili, da je prišlo do 
zamenjave levcina in metionina, ki spadata v enako skupino aminokislin. Najbolj sta se 
razlikovala genotip IM2 in genotip IM5, in sicer v 9-ih aminokislinah.  
 
5.1.5 Primerjava raznolikosti fitoplazme 'Ca. P. prunorum' z raznolikostjo 
fitoplazme 'Ca. P. mali' in 'Ca. P. pyri' v Sloveniji 
Z analizo 35-37 izolatov DNA 'Ca. P. mali' iz različnih krajev po Sloveniji je bilo 
ugotovljenih sedem različnih genotipov gena imp, v primeru gena secY šest genotipov, v 
primeru gena aceF pet genotipov in v primeru gena pnp trije različni genotipi (Mlinar, 
2015) (Preglednica 27).  
Rezultati raziskave molekulske raznolikosti fitoplazme povzročiteljice umiranja hrušk 
('Ca. P. pyri') pa so z analizo 25-28 vzorcev iz različnih krajev po Sloveniji pokazali, da je 
v Sloveniji prisotnih pet različnih genotipov gena aceF in pet različnih genotipov gena 
secY. Glede na večje število analiziranih vzorcev DNA v obeh omenjenih raziskavah, je 
pričakovana tudi najdba več različnih genotipov posameznega gena, tako da zaključkov 
glede primerjave raznolikosti 'Ca. P. prunorum' z raznolikostjo 'Ca. P. mali' in 'Ca. P. pyri' 
v Sloveniji na podlagi opravljenih analiz ne moremo podati. Poleg tega je bila večina 
vzorcev 'Ca. P. prunorum' vzorčenih na eni lokaciji, hkrati pa so bili nekateri vzorci 
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Preglednica 26: Raznolikost 'Ca. P. prunorum' v Sloveniji v primerjavi z raznolikostjo 'Ca. P. mali' in 'Ca. P. 
pyri' 


















aceF 20 4 37 5 28 5 
secY 20 2 37 6 25 5 
pnp 20 1 37 3 nt nt 
imp 20 5 35 7 nt nt 
nt – ni bilo testirano 
 
5.2 RAZNOLIKOST SLOVENSKIH HAPLOTIPOV ESFYf 
S pomočjo analize MLSA smo za gene aceF, secY, pnp in imp dokazali 7 različnih 
haplotipov, v 20-ih vzorcih. Najpogostejša haplotipa sta haplotip H1 in haplotip H2, 
pojavila sta se petkrat. Sledita jima H3 in H4, ki sta se pojavila vsak po trikrat. Haplotip 
H7 se je pojavil dvakrat, haplotipa H5 in H6 pa vsak po enkrat.  
Danet in sod. (2011) so z metodo PCR, ter analizo MLSA (geni aceF, secY, pnp in imp), 
dokazali 34 haplotipov v 119 vzorcih, iz različnih evropskih drţav. Najbolj pogost haplotip 
je bil sestavljen iz genotipov A3, S1, P1 in I1, ki ga pri nas nismo našli. Haplotip A8-S2-
P2-I1, katerega so dokazali v enem vzorcu iz Italije, sovpada s slovenskim haplotipom H2, 
ki se je pri nas pojavil v petih vzorcih. Haplotip A6-S2-P2-I4, katerega so dokazali v enem 
vzorcu iz Francije, se sklada s slovenskim haplotipom H3 in se je pri nas pojavil v treh 
vzorcih. Haplotip A3-S1-P2-I1, katerega so dokazali v sedmih vzorcih iz Nemčije in 
Francije, je identičen slovenskemu haplotipu H6, ki smo ga pri nas dokazali samo v enem 
vzorcu. Slovenski haplotipi H1, H4, H5 in H7 še niso bili opisani v drugih drţavah. Iz 
dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da so haplotipi H2, H3 in H6 v Slovenijo prišli iz 
drugih drţav z okuţenim sadilnim materialom ali pa z migracijo ţuţelčjih prenašalcev 
(Danet in sod., 2011).  
V omenjeni študiji (Danet in sod., 2011) so v 22-ih vzorcih iz Nemčije dokazali 8 
haplotipov in v 64-ih vzorcih iz Francije 22 haplotipov, kar kaţe na zelo podobno genetsko 
raznolikost fitoplazme ESFYf kot v Sloveniji.  V Italiji, Španiji in na Hrvaškem, pa je 
glede na rezultate Danet in sod. (2011) raznolikost ESFYf večja kot v Sloveniji. V Italiji so 
namreč v 13-ih analiziranih vzorcih dokazali kar devet haplotipov, v Španiji pri 10-ih 
analiziranih vzorcih osem haplotipov in na Hrvaškem pri 8-ih analiziranih vzorcih pet 
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haplotipov. Takšna genetska raznolikost fitoplazme ESFYf  v Sloveniji je lahko posledica 
raznolikih gostiteljskih rastlin in specifičnih ekoloških razmer (Danet in sod., 2011) ali pa 
je zgolj posledica izbora vzorcev (glej poglavje 5.2.1).  
 
5.2.1 Primerjava raznolikosti ESFYf okuženih sadik, ki so kazale znake predčasnega 
odganjanja 
Na podlagi dobljenih kombinacij genotipov ESFYf smo določili haplotipe (glej 
preglednico 17). Pri primerjavi genotipov vzorcev sadik marelic, ki so kazale znake 
predčasnega odganjanja (vzorci: D630/14-1, D630/14-2, D637/14-3, D637/14-4) in tistih, 
ki niso kazale teh znakov (vzorci: D629/14-1, D629/14-2, D629/14-4, D630/14-3, 
D637/14-2), ter njihovih izvornih dreves (vzorci: D586/12, D584/12, D583/12, D582/12, 
D581/12), smo opazili, da se enak haplotip (H2) pojavlja pri tistih sadikah, ki so predčasno 
odganjale. Haplotip H2 smo našli v  treh od štirih vzorcev sadik, ki so predčasno 
odganjale. Sestavljajo ga genotipi AC1, SE1, PN1 in IM3. Pri enem vzorcu marelice, kjer 
smo tudi opazili predčasno odganjanje, pa je namesto genotipa IM3 prisoten genotip IM5, 
ki je v tej nalogi osamljen primer tega genotipa. Zaradi moţnosti napake pri sekveniranju 
smo celoten postopek določanja nukleotidnega zaporedja gena imp pri vzorcu D637/14-4 
ponovili in s tem potrdili njegovo edinstvenost. Haplotip H2 smo našli tudi v dveh vzorcih 
breskev (D283/14, D284/14), kjer pa podatkov o morebitnem predčasnem odganjanju 
nimamo. Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da celice EFSYf, ki posedujejo genotip 
AC1 v kombinaciji z IM3 ali IM5 (haplotip H2 in H5), povzročajo predčasno odganjanje 
listov okuţenih dreves marelic. Da bi omenjeno trditev preverili in dodatno potrdili, bi 
morali prisotnost bolezenskega znamenja predčasnega odganjanja listov opazovati pri 
večjem številu okuţenih dreves. 
Prisotnost različnih haplotipov pri izvornih drevesih in sadikah iz teh dreves lahko 
pojasnimo s tem, da obstaja velika verjetnost soobstoja različnih haplotipov ESFYf v enem 
drevesu. Obstaja namreč moţnost neenakomerne razporejenosti različnih genotipov 
oziroma haplotipov ESFYf po rastlini, tako je rezultat analize sadik seveda odvisen od tega 
iz katerega dela matičnega drevesa je bila sadika odvzeta. Moţno je tudi, da je v 
določenem delu rastline sočasno več različnih haplotipov in da zaznamo le tistega, ki 
prevladuje. Ni izključena pa niti moţnost, da so opaţene razlike pri izvornih drevesih in 
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5.3 PRIMERJAVA IZOLATOV C. pruni 
Peccoud in sod. (2013) so razvili molekularni diagnostični test za identifikacijo C. pruni. 
Na podlagi regije ITS2 (internal transcribed spacer 2) so potrdili obstoj dveh visoko 
divergentnih skupin, A in B, ki ju morfološko še ni mogoče razlikovati. Izmed 208 
testiranih vzorcev iz različnih evropskih drţav (Francija, Španija, Italija, Nemčija, Srbija, 
Švica, Češka, Turčija), so jih 91 uvrstili v skupino A in 117 v skupino B. Največ vzorcev, 
skupno 136, so vzorčili v Franciji, od tega so jih 71 uvrstili v skupino A in 65 v skupino B. 
Izmed 16 vzorcev iz Španije so jih 12 uvrstili v skupino A in 4 v skupino B. Izmed 16 
vzorcev iz Italije so 4 uvrstili v skupino A in 12 v skupino B. Vse vzorce iz Srbije, 
Nemčije, Švice in Turčije so uvrstili v skupino B. Izmed vzorcev, ki so jih nabrali na 
Češkem so 4 uvrstili v skupino A in 4 v skupino B. Podatki o okuţenosti vzorcev z ESFYf 
niso bili podani (Peccoud in sod., 2013). 
Po omenjeni metodi smo analizirali 42 vzorcev DNA izolirane iz C. pruni, izmed katerih je 
bilo 25 vzorcev okuţenih z ESFYf, 17 pa neokuţenih. Dokazali smo, da vseh 42 vzorcev 
C. pruni lahko uvrstimo v genetsko skupino B. Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da 
v Sloveniji ni bolšic vrste C. pruni, ki spadajo v genetsko skupino A. 
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6 SKLEPI 
Iz rezultatov magistrske naloge lahko sklepamo: 
 V dvajsetih analiziranih vzorcih iz Slovenije smo dokazali štiri različne genotipe 
gena aceF, dva genotipa gena secY, en  genotip gena pnp in pet genotipov gena 
imp. Le-ti skupaj oblikujejo 7 različnih haplotipov. 
 Raznolikost 'Ca. P. prunorum' je na podlagi analiziranih genov v Sloveniji relativno 
velika. 
 Genotip gena imp IM2 do sedaj ni bil opisan v nobeni drugi drţavi. 
 Najpogostejši genotipi v Sloveniji so: AC2 (gen aceF), SE1 (gen secY), PN1 (gen 
pnp) in IM3 (gen imp); najpogostejša haplotipa pa H1 in H2. 
 Izmed štirih analiziranih genov sta za razlikovanje med izolati 'Ca. P. prunorum' 
najprimernejša gena imp in aceF. 
 V Sloveniji imamo bolšice C. pruni iz genetske skupine B. 
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7 POVZETEK 
V magistrskem delu smo na podlagi sekvenciranja produktov ugnezdene PCR proučili 
molekulsko raznolikost fitoplazme 'Candidatus Phytoplasma prunorum' (ESFYf), 
povzročiteljice leptonekroze koščičarjev. Prisotnost različnih genotipov genov aceF, secY, 
pnp in imp ESFYf smo definirali z analizo dobljenih nukleotidnih zaporedij, prisotnost 
haplotipov v Sloveniji, pa smo raziskali z metodo MLSA. 
Rezultati so pokazali, da sta gena imp in aceF manj ohranjena kot gena secY in pnp. 
Posledično gena imp in aceF omogočata laţje razlikovanje med izolati ESFYf. V primeru 
gena aceF smo definirali štiri različne genotipe, v primeru gena secY dva genotipa, v 
primeru gena pnp en genotip in v primeru gena imp pet genotipov.  
S pomočjo metode MLSA smo ugotovili, da 20 vzorcev iz Slovenije lahko uvrstimo v  kar 
7 različnih haplotipov ESFYf. Dva haplotipa ( H2 in H5) nakazujeta na moţnost povezave 
s predčasnim odganjanjem listov na sadikah marelic.  
Z analizo 42 vzorcev DNA izolirane iz C. pruni, smo dokazali, da vsi vzorci vrstnega 
kompleksa C. pruni spadajo v genetsko skupino B. 
Na podlagi rezultatov raziskave lahko potrdimo tezo, da je raznolikost ESFYf v Sloveniji 
visoka, in tudi ugotovitve Daneta in sod. (2011), da sta gena imp in aceF najbolj 
informativna gena, kar se tiče polimorfizma zaporedij ESFYf. Prav tako lahko tudi za 
slovenske vzorce potrdimo ugotovitve Daneta in sod. (2011), da za gen pnp velja majhna 
genska raznolikost. 
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PRILOGE 
Priloga A: Poravnava zaporedij genotipov AC1, AC2, AC3, AC4 in zaporedij genotipov iz NCBI (FN598168, FN598170, FN598171, FN598172, FN598173, FN598174, 
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Priloga B: Poravnava zaporedij genotipov SE1, SE2 in zaporedij genotipov iz NCBI (FN598205, FN598206, FN598207, GU004334, HM237295, KF360368). Z rumeno je 




Priloga C: Poravnava zaporedja genotipa PN1 in zaporedij genotipov iz NCBI (FN598191, FN598198, FN598199). Z rumeno je označen odsek zaporedij za primerjavo, ki 
smo ga uporabili za določitev genotipa PN1  
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Priloga D: Poravnava zaporedij genotipov IM1, IM2, IM3, IM4, IM5 in zaporedij genotipov iz NCBI (AF400587, FN600707, FN600708, FN600709, FN600710, FN600715, 
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Priloga E: Primerjava med slovenskimi genotipi gena aceF in genotipi objavljenimi v Danet in sod. (2011) 
Slovenski genotip 
Genotip po Danet in sod. (2011) 
Homologija* [ %] 
acc. no. (NCBI) Država Ime genotipa po 
Danet in sod. 
(2011) 






 FN598174 Azerbajdţan A9 99 






FN598175 Turčija A17 99 











*doţina primerjanega odseka: 604 bp (Priloga A) 
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Priloga F: Primerjava med slovenskimi genotipi gena secY in genotipi objavljenimi v Danet in sod. (2011) 
Slovenski genotip 
Genotip po Danet in sod. (2011) 
Homologija* [ %] 
acc. no. (NCBI) Država Ime genotipa po 
Danet in sod. 
(2011) 





FN598207 Francija, Hrvaška, 
Nemčija, Španija 
S3 99 
SE2 FN598205 Nemčija, Francija, 
Italija, Španija 
S1 100 
*doţina primerjanega odseka: 531 bp (Priloga B) 
 
 
Priloga G: Primerjava med slovenskim genotipom gena pnp in genotipi objavljenimi v Danet in sod. (2011) 
Slovenski genotip 
Genotip po Danet in sod. (2011) 
Homologija* [ %] 
acc. no. (NCBI) Država Ime genotipa po 
Danet in sod. 
(2011) 









*doţina primerjanega odseka: 420 bp (Priloga C) 
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Priloga H: Primerjava med slovenskimi genotipi gena imp in genotipi objavljenimi v Danet in sod. (2011) 
Slovenski genotip 
Genotip po Danet in sod. (2011) 
Homologija* [ %] 
acc. no. (NCBI) Država Ime genotipa po 
Danet in sod. 
(2011) 
IM1 FN600710 Hrvaška, Francija, 
Italija, Madţarska 
I4 100 
FN600709 Nemčija I3 99 
IM2 FN600717 Francija, Španija I11 99 
FN600715 Francija, Nemčija, 
Španija 
I9 99 





FN600708 Francija I2 99 
IM4 FN600716 Francija, Hrvaška, 
Italija 
I10 100 
IM5 FN600719 Francija, Hrvaška, 
Nemčija, Španija 
I13 100 
*doţina primerjanega odseka: 531 bp (Priloga D) 
 
